ChinaXiv 合 作 期 刊 


1 过 氧化 氧 诱导 和 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 氧化 损伤 模型 的 构建 
2 ie E B 张 春 晓 ck J 
3 《集美 大 学 水 产 学 院 ， 厦 门市 饲料 检测 与 安全 评价 重点 实验 室 ， 厦 门 361021) 


4 TH 要 : 本 试验 以 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 为 研究 对 象 ， 以 过 氧化 氧 作为 刺激 源 ， 以 肝 细 胞 存 


5 ” 活 率 和 抗 氧化 指标 的 变化 为 判断 指标 ， 骨 在 建立 稳定 的 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 氧化 损伤 模 


6 H., 在 原 代 肝 细 胞 培养 液 中 分 别 添加 0 对照 ) 、100、200、400、600、800 和 1 000 pmol/L 


7 ”HO0;，， 使 之 分 别 作 用 2、4、6、8、12 fl 24h, £4240, BA 10 个 重复 ， 测 定 肝 细胞 存活 


8 ， 率 。 在 得 出 适宜 过 氧化 氧 作用 时 间 的 基础 上 ， 使 每 个 浓度 的 过 氧化 所 《每 个 过 氧化 所 浓度 设 


9 6 个 重复 ) 作用 于 肝 细 胞 适宜 时 间 后 ， 收 集 肝 细胞 和 培养 液 测 定 抗 氧化 指标 ， 筛 选 使 肝 细 胞 


10 ”发 生 和 氧化 损伤 的 适宜 过 氧化 氢 作 用 浓度 。 结 果 显 示 : 800 pmol/L 过 氧化 氧 作用 肝 细 胞 8 h, 


11 ”和 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 的 存活 率 降低 至 61.98%; 800 和 1 000 pmol/L 组 与 其 他 各 组 相 比 ， 肝 细胞 


e 12. ，” 超 氧化 物 歧 化 酶 、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (600 pmolL 组 除外 ) 和 过 氧化 氧 酶 活性 显著 降低 CP 


E 13 | «0.05 ， 丙 三 醛 与 脂 质 过 氧化 物 含量 显著 升 高 (P<0.05) , 1H 800 和 1 000 umol/L 组 之 


14 ” 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 以 上 结果 表明 ， 过 氧化 氧 作用 浓度 为 800 hmoyL、 作 用 时 间 为 8 


15 ”h， 可 作为 建立 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 氧化 损伤 模型 的 适宜 条 件 。 


16 ”关键 词 : 斜 带 石 斑 鱼 ， 原 代 肝 细胞 ， 过 氧化 氧 ， 氧 化 损伤 模型 


[ 
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图 分 类 号 : Q813.1*1; S917.4 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 


18 石 斑 鱼 为 我 国 重 要 的 海水 养殖 鱼 类 之 一 。 近 年 来 ， 高 密度 养殖 胁迫 、 水 体 富 营养 化 与 营 


19 ，” 养 失衡 等 集约 化 养殖 带 来 的 各 种 不 利 因素 严 习 


HEH 
TA 


日 碍 了 石 斑 鱼 产业 化 发 展 上 3。 动 物 在 受到 外 
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界 有 害 因素 作用 时 ， 会 发 生机 体 代谢 功能 紊乱 te。 


到 外 界 不 良 环境 的 影响 , 而 适当 的 外 界 应 激 反 应 可 使 鱼 


能 ， 从 而 增加 渔业 的 产量 [6 


还 会 诱发 多 种 鱼 类 疾病 ， 甚 至 造成 大 范 


FP ALE E 


变化 0n。 K 


体外 培养 的 肝 旨 
不 仅 可 以 减少 试验 动物 的 数量 
MERANI, 

近年 来 ， 学 者 们 对 一 些 经 济 鱼 类 ,如 鲤鱼 09 (Cyprinus carpio) 、 


mossambicus) ~ 


RR, HFA 


H 


BRE 


由 于 鱼 类 


围 的 死亡 & 0 。 


E MHRA ERMEE 


ANS 


TH 


前 国内 外 相关 而 


已 广泛 应 用 于 毒 理学 


胞 的 氧化 应 激 反 应 相继 开展 


动物 机 体 新 陈 代谢 重要 的 器 官 , 会 不 断 地 调整 
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是 水 生 低 等 硝 椎 动物 ， 更 易 受 


逐步 适应 生活 环境 , 提高 其 免疫 效 


但 外 来 的 过 度 氧 化 应 激 刺 激 不 仅 影响 鱼 类 的 生产 能 力 ， 同 时 


其 细胞 的 生理 状态 以 适应 环境 


胞 能 够 行使 绝 大 部 分 肝脏 的 功能 02， 


因此 


活体 动物 来 研究 菜 些 物 质 的 毒 理 作用 或 代谢 途 


究 报 道 和 而 


究 , 然而 有 关 石 斑 鱼 肝脏 氧化 损伤 方 


. AAS USA, 


测定 细胞 各 种 抗 氧化 指标 作为 参考 , 以 确定 建立 的 斜 带 石 斑 鱼 过 


最 佳 条 件 。 
1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


, 


可 重复 性 高 ， 同 时 避免 体内 复杂 因 


国内 外 研究 者 多 采用 


As 2 hits 
余 径 等 


。 细 胞 模型 的 建立 


- 


RF 


3 JEI (Oreochromis 


蓝 点 石 班 鱼 U8(Channa punctatus) KEZDA (Silurus asotus) 等 的 个 体 及 单 


的 研究 非常 荐 乏 。 基 


完 水 平 ， 本 试验 以 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 允 


胞 为 试验 材料 ， 


寸 氧化 氧 肝 细胞 氧化 损伤 模型 


斜 带 石 斑 鱼 [体重 为 《50+2) g, 长度 为 (13.0+0.8) cm] 由 集美 大 学 海水 养殖 试验 场 提 


供 。 


1.2 主要 试剂 


H20; 原液 、0.25% 胰 蛋白酶、L-15 培养 基 、 磷 酸 盐 缓冲 液 (PBS )、 


有 盼 蓝 
ML v 


AREY 


链 霉 素 (10 000 hg/mD)、 两 性 霉 素 B、 胰 岛 素 、 胎 牛 


FF 大 (DMSO)， 均 购 于 上 海 捷 瑞 生物 工程 有 限 公 司 ; 指标 测定 所 


青霉素 (10 000 IU/mL), 


血清 ， 均 购 于 Gibco 公司 (美国) ; 台 


测试 盒 均 购 
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HAFIJ 


hinaxiva tex 


于 南京 建成 生物 工程 研究 所 ; 其 他 所 有 化 学 试剂 均 为 分 析 纯 。 


1.3” 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 的 培养 


按照 骆 源 等 RYU 的 方法 获得 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细 胞 ， 取 对 数 生长 期 的 细胞 ， 用 完全 培养 


基 (L-15 培养 基 ) 调 整 细胞 密度 至 2x105 个 /mL, 接种 于 25 cm? 培养 瓶 [培养 液 为 含有 20% 胎 牛 


清 (FBS) 的 L-15 培养 基 ] 中 ， 置 于 25 C. 5% CO 培养 箱 中 进行 原 代 培养 。 本 试验 利用 


球 计 数 板 计 数 ， 以 细胞 活力 〈 将 细胞 悬 液 与 0.5% 台 盼 蓝 染 液 按 1:1 体积 比 混合 ，1 一 2 min 


ANS 


后 于 血球 计数 板 上 计数 , AH EA NIB, PC 


胞 被 染 成 蓝 色 ， 用 活 细胞 占 计数 细胞 的 


百分比 表示 细胞 活力 ) 大 于 90% 的 原 代 肝 细胞 用 于 后 续 试 验 操作 。 


1.4 试验 设计 


采用 96 孔 细 胞 培养 板 ， 每 孔 接种 细胞 悬 液 100 nL， 接 种 浓度 在 2x105 个 /mL。 在 原 代 


肝 细 胞 培养 液 中 分 别 添加 0 〈 对 照 ) 、100、200、400、600、800 和 1 000 pmol/L H202, fiE 


之 分 别 作 用 2、4、6、8、12 和 24h， 共 42 组 ， 每 组 10 个 重复 ， 测 定 肝 细胞 存活 率 。 


以 H202 作用 后 的 肝 细胞 存活 率 为 主要 指标 初步 筛选 H202 作用 时 间 。 在 获得 H202 适宜 


作用 时 间 的 基础 上 ， 使 每 个 浓度 的 HO?《〈 每 个 H202 浓度 设 6 个 重复 ) 作用 于 肝 细胞 适宜 时 


间 后 , 收集 肝 细 胞 和 培养 液 测定 抗 氧 化 指标 , 进一步 筛选 使 肝 细 胞 发 生 氧 化 损伤 的 适宜 H20， 


HWRE, 


1.5 PARAL AR 8 ACEC EMERIT 1 


采用 四 唑 蓝 (MTT) 比 色 法 思 测 定 吸 光度 COD) 值 后 ， 根 据 下 列 公式 计算 肝 细 胞 的 存活 


肝 细 胞 存活 率 (%) =100x 不 同 浓度 H202 组 ODszo nm/ X} HR ZH. OD570 nm. 


谷 脱 甘 肽 过 氧化 物 酶 “GSH-Px) 活性 采用 二 硫 代 二 硝 基 茶 甲酸 法 测定 ， 超 氧化 物 歧化 


酶 (SOD) RYE Hl EU 


e 


叭 氧化 酶 法 测定 ， 过 氧化 氧 酶 (CAT) 活性 采用 比 色 法 测定 ， 丙 二 


RE (MDA) 含量 采用 硫 代 巴 比 妥 酸 法 测定 ， 脂 质 过 氧化 物 (LPO) 含量 采用 荧光 测定 法 。 


umol/L H20> 作 月 
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VELIS 
67 


1.6 数据 处 理 
68 


测定 方法 参照 南京 建成 生物 工程 研究 所 试剂 盒 
所 有 数据 经 Origin 2015 
69 


70 


说 明 书 ; 
行 整理 
19.0 软件 进行 数据 统计 和 差异 显著 


分 析 条 件 则 对 数据 进行 
71 BH 


E 和 计算 ， 用 平均 值 + 标准 误 (mean+SE) 表 示 。 采用 SPSS 
性 分 析 ， 先 


FONE 
因素 六 
72 


H Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 检验 组 间 差 异 显著 了 
差异 不 显著 。 
73 2 Z2 


74 


E 对 数据 进行 方差 齐 性 检验 ,如 满足 差异 显著 


2. H0: 作用 浓度 和 作用 时 
— 75 
— 76 


和 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA)， 若 组 间 存 在 显著 性 差异 ， 则 再 采 
结果 与 分 析 


Iu 


TEXTA 


E, 以 P<0.05 表示 差异 显著 ，P>0.05 表示 


Hee 1 可 见 ， 在 每 一 作用 


胞 存活 率 的 影响 
77 


78 


h 时 ， 作 用 


79 


时 间 下 ， 随 着 H202 1 
势 。 当 作用 时 间 宇 8 h 时 ，600 一 1 000 umol/L ZAATA 


FE 用 浓度 的 增加 ， 


He 


| 胞 存活 率 
VE AE 
400 pmol/L 2H(P—0.05). “4 H50» 作用 谊 度 增 加 到 800 和 1 000 pmol/L 时 ， 相 比 于 作用 2. 4 


细胞 存 污 
时 间 为 6~24 h IM AFA 
和 88.98% 


80 


舌 率 呈 降 低 趋 
率 显 著 低 于 同一 作用 时 间 下 0 一 
胞 存活 率 均 急剧 减少 


81 


UTEN 


IE 


HY 


在 其 范 


胞 8h、800 pmol/L H20» fER 
胞 存活 率 分 别 ; 


a) Ar 
降低 到 24 h 的 44.53% Fil 40.88%, ANMSET X BIA 54% ~60% 
存活 率 在 50% 一 65% 作 为 判别 指标 D] 


舌 率 分 别 从 2h 的 89.83% 


Fal A AY) H2O> TEH 
73 61.98% 


Ac PEP 


浓度 与 作 


| 胞 


| 是 800 


] 时 间 分 
细胞 12h 和 1 000 umol/L H20» fF 
50.19% 和 60.08% 
作用 肝 细 胞 8 h 后， 可 浓度 依赖 性 地 降低 肝 旨 
x 


ERAR 


—— 


ME ZJv 


选择 8h 作为 H20» 的 适宜 作用 时 间 


H3 


IJE 8 h, 
胞 存活 率 ， 用 4 


不 800~ 1 000 pmol/L 


表 1 H202 作用 


的 H202 
| 胞 存活 率 降低 程度 适中 


因此 
农 度 和 作用 时 间 对 肝 细 胞 存活 率 的 影响 


Table 1 Effects of action concentration and action time of H202 on survival rate of hepatocytes 


% 


H202 作用 浓度 


作用 时 间 Action time/h 


HO» action 


concentration/(umol 
2 4 6 8 12 24 
/L) 
100 94.0745.08° 98.3743.98* 98.46+0.08" 98.1022.02* 97.00x1.20* 97.8142.93* 
200 93.22+4.66° 95.93+0.41° 97.69+3.85* 88.97+1.94° 88.39+8.61° 94.53+5.85P 
400 92.3745.5 1 95.12+4.07° 93.08+6.92° 88.2141.37^ 86.1424.49^ 87.2348.03° 
600 91.5347.20° 93.90+47.32° 91.1529.54^ 76.43+1.33° 71.91+8.24° 68.98+5.474 
800 89.83x8.90* 91.0624.47 71.92+9.69° 61.98+4.184 50.19+2.254 44.53+1.09° 
1 000 88.9846.36* 84.96+6.91° 66.54+7.31° 60.08+1.144 47.19+4.874 40.88 6.57* 
r 87 同 列 数据 肩 标 相 同 字 母 表 示 差 异 不 显著 (P>0.05), 不 同 字母 表示 差异 显著 CP<0.05 . 
= 88 Values in the same column with the same letter superscripts mean no significant difference (P 


89 >0.05), while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 


A 90 22 以 原 代 肝 细 胞 抗 氧 化 指标 验证 氧化 损伤 模型 的 可 靠 性 


91 为 了 验证 斜 带 石 斑 鱼 氧化 损伤 模型 的 可 靠 性 ， 对 不 同 HoOo 作用 浓度 作用 8 h 后 的 原 代 


92 ” 肝 细 胞 抗 氧化 指标 进行 了 的 测定 。 由 表 2 可 知 ， 随 着 HO. 作用 浓度 的 升 高 ， 原 代 肝 细胞 


93 ”GSH-Px、CAT 和 SOD 活性 逐渐 降低 。 除 600 pmol/L 组 的 GSH-Px 活性 外 ,800 和 1 000 pmol/L 


94 ”组 的 GSH-Px、CAT 和 SOD 活性 显著 低 于 其 他 各 组 (P<0.053)， 但 800 和 1 000 pmol/L 组 之 


95 ， 间 无 显著 差异 (P>0.053); 对 照 组 的 GSH-Px, CAT 和 SOD 活性 最 高 ， 显 著 高 于 其 他 各 组 (P 


96 <0.05). 


97 H202 同时 对 和 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 的 脂 质 过 氧化 程度 有 影响 ， 主 要 反映 在 LPO 与 MDA 含 


98 ” 量 2 个 指标 的 变化 上 。 由 表 2 可 知 ， 原 代 肝 细胞 LPO 与 MDA 含量 与 抗 氧 化 指标 呈现 相反 


99 ”的 变化 规律 ， 均 随 着 HoO» 作用 浓度 的 增加 而 逐渐 升 高 。 除 了 100 hmolL 组 与 对 照 组 无 显著 


100 “差异 (P>0.05) 外 ， 其 他 H202 作用 浓度 组 均 显著 高 于 对 照 组 (P=0.05)， 并 且 200. 400. 600 


101 wmol/L 组 之 间 无 显著 差异 (P 二 0.05)，800 和 1 000 pmol/L HHZ [8] Z6 5 E 25 58 (P 7 0.05). 


102 表 2 各 组 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 的 抗 氧化 指标 
103 Table 2 Antioxidant indexes in primary hepatocytes of Epinephelus coioides in each group 


H202 作用 浓度 


谷 胱 甘 肽 过 氧化 超 氧 化 物 卜 化 酶 ”过 氧化 氢 酶 


H20? action AYR MDA 脂 质 过 氧化 物 LPO 
物 Hi GSH-Px  SOD(U/ mg CAT/(U/mg 
concentration/(l (nmol/mg) (nmol/mg) 
(U/mg prot) prot) prot) 
mol/L) 
0 168.44*12.34* 23.98+1.09° 2.37+0.03* 1.95+0.03* 28.36+2.11° 
100 134.91+4.42? 21.98+1.23° 2.26+0.14° 2.09+0.21° 30.07x1.40* 
200 128.52+7.66” 15.35+0.45° 2.21+0.117 3.29+0.33° 41.88x1.77^ 
400 119.06+5.09? 14.76+0.66° 2.14+0.07* 3.53+0.30° 43.93+1.89> 
600 113.1145.83>¢ 13.09+0.51> 1.99x0.14* 3.65+0.16° 45.08+2.31> 
— 800 79.08+3.07° 11.94+0.27° 1.37+0.06° 5.29+0.42° 53.75+2.88° 
1 000 71.33+4.98° 10.92+0.29° 1.25+0.03> 5.43+40.37° 55.75+3.09° 
104 同 列 数据 肩 标 相同 字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) ， 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 
105 Values in the same column with the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while 


106 with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 


107 3 iW it 


108 目前 ， 以 H20; 为 应 激 源 诱导 建立 细胞 氧化 损伤 模型 的 方法 较 多 ， 如 体外 培养 的 心肌 细 


109 ” 胞 及 肝脏 细胞 I， 但 关于 建立 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 氧化 损伤 模型 的 研究 报道 极 少 。 而 且 ， 以 


110 HO: 为 应 激 源 构 建 细胞 氧化 损伤 模型 的 报道 中 ， 判 断 氧化 损伤 是 否 发 生 所 选择 的 判别 指标 


Chinay ive BBITII 
ChinaXIve T FRHTU 


111 ”与 判别 标准 不 同 。 一 些 研究 认为 ，MTT 法 具有 诸多 优点 如 重复 性 好 、 特 异性 强 、 准 确 、 快 


112 ” 速 等 ， 通 过 测定 其 OD 值 的 大 小 即 可 反映 出 细胞 数量 的 多 少 ， 也 可 反映 出 细胞 增殖 的 快慢 ， 


113 ”进而 可 以 作为 建立 氧化 应 激 模 型 的 判别 指标 +231, 但 目前 选择 的 判别 标准 不 完全 相同 。 通常 


114 ”用 于 建立 氧化 损伤 模型 的 细胞 存活 率 不 宜 过 高 或 过 低 , 过 低 的 存活 率 说 明细 胞 已 经 大 量 的 死 


115. È, 会 造成 细胞 不 可 恢复 的 损伤 , 不 利于 抗 氧化 机 制 的 研究 ; 过 高 的 存活 率 说 明细 胞 是 处 于 


116 ”指数 增长 期 状态 ,细胞 的 活力 较 好 ， 导 致 氧化 后 的 损伤 不 明显 ， 也 不 利 后 续 试 验 的 开展 ?9。 


117 ”由 此 说 明 ， 建 立 细胞 氧化 损伤 模型 时 ， 细 胞 损伤 程度 要 适宜 。H20; 会 导致 细胞 氧化 损伤 的 


pe 118 ”原因 是 许多 种 氧 自由 基 [ 如 超 氧 阴离子 自由 基 (O2.) 、 羟 自由 基 (-OH) 等 ] 产 生 和 HzO> 诱 


119 ” 导 细 胞 的 脂 质 过 氧化 的 反应 ， 随 着 HzO; 氧化 损伤 和 细胞 内 抗 氧化 过 程 的 不 断 进行 ， 使 生命 


120 ” 体 的 抗 氧化 能 力 失 衡 中 。H20; 对 机 体 造成 氧化 损伤 ， 从 而 引起 生物 膜 破 损 ， 细 胞 内 环境 率 


本 121 ie 生物 酶 失 活 ， 加 速生 物 结构 和 功能 蛋白 质 的 变性 ， 反 过 来 影响 细胞 的 抗 氧 化 酶 活性 和 抗 


122 氧化 能 力 的 降低 P23。 


123 以 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 的 存活 率 达 50% 一 65% 作 为 评判 标准 CD, 根据 此 条 件 对 HoO» 作用 


124 ”浓度 及 作用 时 间 进 行 初步 筛选 。 本 试验 中 800 umol/L H20» 作用 细胞 8 h 时 肝 细 胞 的 存活 率 


125 ”为 61.98%，, 符合 评判 标准 。 在 此 基础 上 ， 以 抗 氧化 指标 GSH-Px, SOD, CAT 活性 和 MDA, 


126 LPO 含量 为 判别 依据 ， 设 定 作 用 时 间 为 8h，800 pmol/L H20» 处 理 的 原 代 肝 细胞 的 抗 氧 化 酶 


127 (GSH-Px、SOD 和 CAT) 活性 较 对 照 组 显著 降低 ， 同 时 脂 质 过 氧化 产物 (MDA 和 LPO) 


128 ”含量 显著 提高 。 这 说 明 ， 在 800 pmol/L H20» 作用 浓度 下 ， 和 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 内 的 脂 质 和 酶 


129 系 都 发 生 了 显著 变化 ， 且 这 种 损伤 不 会 导致 细胞 全 部 死亡 ， 因 此 HoO» 的 最 佳作 用 浓度 选 为 


130 ”800 pmol/L. FH RARS ERAH HoO» 诱导 的 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 氧化 损伤 模型 检测 结 


131 ” 果 类 似 。 本 研究 同时 发 现 ，H20; 作 用 浓度 由 800 pmol/L 再 继续 增加 至 1 000 pmol/L, HX 


132 ”指标 未 发 生 无 显著 变化 。 由 此 可 见 ，800 umol/L H20; 即 可 对 和 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 产生 明显 的 


133 ”氧化 应 激 ， 可 以 作为 建立 氧化 损伤 模型 时 的 作用 浓度 。 综合 本 试验 的 细胞 存活 率 和 抗 氧化 指 
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标 结 


果 得 出 ， 以 H20; 为 应 激 源 ， 建 立 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 氧化 损伤 模型 适宜 作用 浓度 为 


800 hmolyL， 作 用 时 间 为 8h。 


4 


(GSH-Px, SOD, CAT 活性 及 MDA、LOP 含量 ) 可 以 作为 判别 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 是 否 发 生 氧 


结 论 


AS 


在 过 氧化 氧 诱导 的 斜 带 石 斑 鱼 肝 细胞 氧化 损伤 模型 中 ， 肝 细胞 存活 率 和 抗 氧化 指标 


化 应 激 的 指标 ， 建 立 斜 带 石 斑 鱼 原 代 肝 细胞 氧化 损伤 模型 的 适宜 条 件 为 800 mol/L H202 fE 


用 8h。 
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Establishment of Oxidative Damage Model of Primary Hepatocytes of Grouper (Epinephelus 
coioides) Induced by Hydrogen Peroxide 
ZHANG Runwei WANG Ling ZHANG Chunxiao SONG Kai 
(Xiamen Key Laboratory for Feed Quality Testing and Safety Evaluation, Fisheries College, 
Jimei University, Xiamen 361021, China) 
Abstract: In this experiment, using primary hepatocytes of grouper (Epinephelus coioides) as 
study object, hydrogen peroxide (H202) as stress source and hepatocytes survival rate and 
antioxidant indexes as judgment indices, aimed to establish the stable oxidative damage model of 
primary hepatocytes of grouper. The concentrations of 0 (control), 100, 200, 400, 600, 800 and 1 
000 umol/L H202 were added in the cultured fluid of primary hepatocytes, and were cultured by 2, 
4, 6, 8, 12 and 24 h, respectively. There were 42 groups and each group had 10 replicates. After 
culturing, the survival rate of hepatocytes was detected. Based on the appropriate action time was 
obtained, each concentration of H2O» (each concentration of H2O2 had 6 replicates) was used to 


culture hepatocytes for appropriate time. After culturing, the hepatocytes and cultured fluid were 
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collected to determined antioxidant indexes, in order to select the appropriate action concentration 
of H202 ensuring oxidative damage to hepatocytes. The results showed that the survival rate of 
hepatocytes induced by 800 umol/L H202 at 8 h was reduced to 61.98%. The experiment also 
revealed that the 800 and 1 000 umol/L group was significantly decreased the activities of 
superoxide dismutase, glutathione peroxidase (except 600 pmol/L group) and catalase (P 0.05), 
and significantly increased the contents of malondialdehyde and lipid peroxidation compared with 
other groups (P 0.05). However, the 800 and 1 000 umol/L groups had no significant difference 
(P>0.05). The results manifest that 800 mol/L H202 incubated for 8 h can be used as a suitable 
method to establish oxidative damage model of primary hepatocytes of grouper. 

Key words: grouper (Epinephelus coioides); primary hepatocytes; hydrogen peroxide; oxidative 


damage model 


